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研究成果の概要（和文）：神経細胞内マグネシウム（Mg）イオン動態をイメージングにより網羅的かつ定量的に
調べ、細胞内情報伝達物質としてのMgイオンの新規な役割を明らかにした。培養初期の神経細胞について研究を
進めたところ、抑制性神経伝達物質であるGABAの神経回路成熟への関与を明らかにできた。このGABAの効果は細
胞内Mgイオンの動員を介していた。特にこれまで明らかにされていなかったMgイオンのシグナル伝達下流で、細
胞内シグナル分子であるERKの活性を抑制、CREBの活性を促進、mTORの活性を促進した。特にmTORシグナルに関
しては、Mgイオンは活性のオン・オフを切り替えるスイッチの役割を担っていることを示した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the dynamics of intracellular magnesium (Mg) ions 
comprehensively and quantitatively by several fluorescent imagings, and clarified the novel role of 
Mg ion as an intracellular signal transducer. In the research on culture neurons in the early 
develpmental stages, we revealed that an inhibitory neurotransmitter, GABA, was involved in the 
maturation of neural circuits. This effect of GABA was mediated by the mobilization of intracellular
 Mg ions. In particular, downstream of Mg ion signal transduction, which has not been clarified so 
far, it suppressed the activity of the intracellular signal molecule ERK, promoted the activity of 
CREB, and promoted the activity of mTOR. Especially for the mTOR signal, it was shown that Mg ion 
plays a role of a switch to turn on / off the activity.

研究分野： 生体生命情報学・神経科学・生物物理

キーワード： 生体生命情報学　シグナル伝達　神経科学　細胞・組織
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Mgイオンはその重要性については広く理解されていたものの、具体的な役割については未知の点が多かった。今
回の研究では、Mgイオンの細胞内動員は同じ２価の陽イオンであるCaとは大きく異なることを明らかにするとと
もに、これまで不明であったMgイオン下流の情報伝達過程について明らかにすることに成功した。特に主要なシ
グナル経路であるERK、CREB、mTORのリン酸化過程をMg動員が異なる仕方で制御していることを明らかにした。
これらの結果はMgイオンの生理的な役割の理解を深めるとともに、様々な細胞レベルでの疾患や病態を理解する
一助になるものと期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 生体中のマグネシウム（Mg）イオンの役割の重要性については、片頭痛、高血圧、糖尿病、
パーキンソン病など種々の疾病と関連していることが臨床現場では従来知られていた。しかし
ながら、細胞レベルでのMgイオンの役割の理解は進んでおらず、細胞膜やミトコンドリア内
膜に幾つかのチャネルや輸送体の存在が知られている程度であった（図 1）。しかしながら最近
になって細胞内 Mg イオンの役割に着目した論文が免疫関連細胞の研究で目立つようになり
（例えば Jin et al. Science, 2008.）、とりわけ“Second messenger role for Mg2+ revealed by 
human T-cell immunodeficiency”という刺激なタイトルの論文が提出されている(Li et al. 
nature, 2011)。しかしながらこの論文では、レセプターから下流の直接Mgイオンが関係した
シグナル伝達の肝心な部分は未知である。またこの論文の研究にはMgイオン選択性の低い蛍
光プローブが利用されていることから、その結果の評価には慎重になる必要がある。しかしな
がらMgイオンをセカンドメッセンジャーとして調べる研究が今後大きな展開をみせる兆しが
世界的にある。 
	 現在までにわかっている細胞内Mg動員機構は図１に示したようにわずかなものである。こ
こで Ca イオンの細胞内動態についての研究が飛躍的に進んだ背景には、多くの人が使いやす
い蛍光プローブを利用して、自らの興味がある現象について調べたことが一因となっている。
同様に、多くの研究者が利用可能なMgイオン計測手法の確立は重要な研究課題である。免疫
系細胞については先に述べたようにMgイオンに関してその重要性を認識した研究が進められ
ているが、他の細胞でも同じような研究の試み
がなされていくものと期待される。また動態が
わかることにより、例えば細胞内マグネシウム
イオンと選択的に結合してシグナル伝達を司る
タンパク質（カルシウム研究におけるカルモジ
ュリンのようなタンパク質）が見出されるもの
と期待される。また仮に特定のターゲットタン
パク質がMgイオンに関しては見出されなかっ
たとしても、細胞内での顕著なMgイオン濃度
の変動は、多くのMgイオン要求性の酵素反応
を修飾する可能性が高いため、種々の生理現象
と関与するものと期待される。 
	 特に本研究では、エネルギー代謝に関して細
胞内Mgイオンが情報伝達分子としてどのよう
な役割を演じているのかについて着目する。新
規なMgイオンプローブを利用した我々の研究
から、ミトコンドリア膜電位の脱分極によりミトコンドリアからMgイオンが細胞質にミトコ
ンドリアから放出されること（Kubota et al. BBRC, 2003, Kubota et al. BBA, 2005, Fujii et al. 
JACS, 2014）、ミトコンドリアからの Mgイオン放出には細胞外からの Caイオン流入がトリ
ガーとなること（Sindo et al. JNR, 2010）、一酸化窒素(NO)刺激に伴い、NO-cGMP-PKG経
路を介してミトコンドリアからのMgイオン放出が起きること（Yamanaka et al. FEBS Lett., 
2014）を示し、ミトコンドリアが細胞内Mg動員の主たるソースであることを世界に先駆けて
明らかにしてきた。また細胞内 Ca イオン、cGMP、cAMP を同時イメージングするための新
規な手法の開発（Niino et al. PLoS one, 2009, 2010）、神経成長円錐における cAMP、cGMP、
Caイオンの同時計測によるセカンドメッセンジャークロストークの可視化（Kobayashi et al. 
Sci. Rep., 2013）にも成功している。ミトコンドリアエネルギー代謝に関しては、NAD(P)Hの
蛍光定量計測が可能な新規蛍光プローブの開発に世界で初めて成功した（Komatsu et al. 
Angew. Chem. Int. Ed., 2014）。この計測技術を利用して、ミトコンドリアに特化してアセチ
ル化を行い、エネルギー代謝をスイッチングする新技術を開発している（Shindo et al. 投稿中）。
これらの技術は、細胞内情報伝達のクロストークとミトコンドリア機能との関係を定量的に調
べようという本提案研究に利用することができる。併せて我々のグループは細胞内Mgイオン
濃度計測用蛍光プローブの開発を 2000 年より進めてきており（Suzuki et al. Anal. Chem. 
2000）、生理的な Ca イオン濃度変化に一切影響されずに細胞内 Mg イオン濃度が定量可能な
KMG-104とその誘導体（Komatsu et al. JACS, 2004、Fujii et al. JACS, 2014）は現在標準
的な細胞内Mgイオン濃度計測プローブとして利用されている。 
	 以上のようにエネルギー代謝と関連づけた種々の細胞内セカンドメッセンジャー動態の計測
から細胞内Mgイオン動態を定量的に調査するための準備は十分に整ってきている。 
 
２．研究の目的 
	 神経細胞内マグネシウム（Mg）イオン動態をイメージングにより網羅的かつ定量的に調べる
ことで、エネルギー代謝を制御する細胞内情報伝達物質としてのMgイオンの新規な役割を明
らかにする。我々が開発してきた蛍光Mgイオンプローブと種々の細胞内セカンドメッセンジ
ャーとエネルギー代謝物質（カルシウム（Ca）イオン、サイクリック GMPおよびサイクリッ
ク AMP、ATP、NAD(P)H）プローブの他、新規な細胞内温度計測技術の開発により、種々の
刺激や擾乱を神経細胞に加えた際の細胞内Mg動員の機構について網羅的な時系列データを取

図	1 細胞内での Mg 動員	



得する。新規なMgイオン動態解析ツールの開発を並行して進めるとともに、計測したセカン
ドメッセンジャークロストークについて定量的な理解を深める。 
 
３．研究の方法 
	 主にラット培養神経細胞を用いて、細胞内 Mg イオン動員メカニズムを、マルチカラーイメー
ジング技術を利用した包括的な解析を種々の蛍光イメージング技術を併用して進める。具体的
にはこれまでに我々が開発してきた有機低分子型の Mg イオンプローブに加え、蛍光タンパク質
型の Mg イオンプローブを利用して、細胞内の Mg イオン動員メカニズムを明らかにし、その生
理的は意味を示す。また Mg イオンとエネルギー代謝やタンパク質リン酸化との関係を明らかに
するために、これらをイメージングするための FRET 型蛍光タンパク質プローブを併用する。	
	
４．研究成果	
４.１	 パーキンソン病様に細胞死が誘導される際の Mg イオン輸送体の変化	
	 PC12 細胞にパーキンソン病様の細胞死を誘導することが知られている MPP+処理を行ったと
ころ、ミトコンドリアからの一過的な細胞質への Mg イオンの流出とそれから 16 時間以上にわ
たる細胞内 Mg イオン濃度の低減を見出した。興味深いことには、この細胞死は細胞内 Mg イオ
ン濃度変化に依存しており、例えば細胞外 Mg イオン濃度を上昇させることにより、この細胞死
を緩和することができることを明らかにした。この結果はエネルギー代謝、Mg イオン濃度と細
胞死との関係を明確に示すものである。さらにこの MPP+処理を行なっている間に様々な Mg イ
オン輸送タンパク質発現動態を RT-PCR 法により調べた。今回調べた 13 種の Mg イオン輸送タ
ンパク質では、SLC41A2 の mRNA 発現レベルは増加し、ACDP2、NIPA1 と MMgT2 は減少した。	
SLC41A2、ACDP2 または NIPA1 をノックダウンすると MPP+により誘導された細胞変性を加速
し、またこれらの過剰発現はそれを減速させた。	NIPA1 および MMgT2 の mRNA 発現レベル
の低下は、ミトコンドリア電子伝達系の阻害剤であるロテノンや、過酸化水素およびミト
コンドリアの脱共役剤である FCCP によっても誘引された。このことは、ミトコンドリア機
能障害がこの下方制御に関連していることを示している。	SLC41A2 の mRNA の増加は脱共
役剤 FCCP および MPP+によって誘導された。このことはミトコンドリア膜電位の脱分極およ
びそれに伴う細胞 ATP 枯渇が細胞死を誘引していることを示している。これらのことは、
ミトコンドリア機能を介した細胞内 Mg イオンの役割を考える上で重要な知見である（発表
論文⑥）。	
	
４.２	 ミトコンドリア機能と Mg イオンとの関係	
	 細胞内 Mg イオン動態の解析とエネルギー代謝との関係解明をメタボロームと蛍光イメージ
ングを併用して進めた。我々は細胞内 Mg イオンがエネルギー代謝を制御するような特別な情報
伝達物質ではないかと考えており、特にミトコンドリアでの Mg イオンの恒常性の調節がエネル
ギー代謝に重要な関与をしているのではないかと考えている。我々はミトコンドリアの脱共役
剤を細胞に加えると、ミトコンドリから大量の Mg イオンが細胞質に放出されることを明らかに
し、ミトコンドリアは細胞内の主要な M イオンストアであることを示した。本年度は特にミト
コンドリアの主要な Mg イオン輸送体である Mrs2 に着目して研究を進めた。この輸送体をノッ
クダウンすると、細胞内 ATP 濃度は減少し、その際にエネルギー代謝とミトコンドリア形態が
大きく変化することを見出した。さらにこの細胞では種々の細胞ストレスに対する耐性が低下
していることを明らかにした（発表論文④）。	
	 またミトコンドリア機能をその場で改変することを目指して、ミトコンドリアのタンパク質
を特異的にアセチル化する新規な化学物質 tributylphosphine	(PBu3)の創生とそれによるミト
コンドリア機能の改変にも成功した（発表論文⑤）。PBu3 の添加と除去により、ミトコンドリ
ア断片化を可逆的に誘導することができた。このことは、PBu3 はミトコンドリ機能解析ツール
として利用できることを示した。	
	 また我々は相関分析法を用いることによりミトコンドリ機能と神経細胞機能との関係を明ら
かにする研究も進めた。ミトコンドリアの神経機能への寄与は最近関心が持たれている。し
かし、ほとんどの場合、ミトコンドリア活性はミトコンドリア内膜電位（IMPmito）の測定
値を使用して推定されており、ミトコンドリア ATP の動態（ATPmito）についてはほとんど
知られていなかった。そこで、神経活動に伴うミトコンドリアの変化と神経運動との関係
を明らかにするために、神経細胞における IMPmito と ATPmito の同時イメージングを行な
った。ミトコンドリアの大きさ、輸送速度、輸送方向は ATPmito や IMPmito に依存しない
ことがわかった。しかし、ミトコンドリアの分裂/融合中に ATPmito と IMPmito の変化が見
られた。IMPmito はミトコンドリア分裂により脱分極し、融合により過分極した。一方で
ATPmito レベルは融合後に増加した。ミトコンドリアの密度は軸索突起より成長円錐（GC）
の方が高いため、トータルな ATPmito シグナル（密度×ATPmito）は GC の方が高かった。	GC
でのこのトータルシグナルは軸索伸長と相関していることがわかった。しかし、平均
IMPmito は、GC では比較的過分極していたが、GC での IMPmito と軸索伸長との間に相関は
なかった。これ差異を明らかにするために詳細な相関分析を行なったところ、IMPmito と
ATPmito のレベルが常に正確に相関しているわけではないことが明らかとなった。このこ
とはミトコンドリア機能と神経細胞機能とのカップリングが短時間で変化することを示し



ている（発表論文②）。	
	
４.３	 神経回路の成熟における Mg イオン動員の必要性	
	 まず、これまでに我々が開発してきた細胞
内 Mg イオンプローブを用いて、神経ネット
ワーク形成時において細胞内マグネシウム
イオン濃度の変化をもたらす生理的な刺激
の探索を行った。その結果、神経発生の初期
において神経伝達物質の一種であるγ-アミ
ノ酪酸(GABA)がミトコンドリアから細胞質
中へと Mg イオンの放出を誘導することを発
見した。この放出された Mg イオンは細胞内
シグナル ERK の活性を抑制、CREB の活性を促
進、mTOR の活性を促進する事を明らかにした。
特に mTOR シグナルに関しては、Mg イオンは
活性のオン・オフを切り替えるスイッチの役
割を担っていることを示すことに成功した。
さらに、Mg イオンシグナルは神経突起の太さ
や、神経細胞間のシナプスによる結合を増強
し、神経細胞ネットワークにおける細胞同士
の機能的な結合を促進することを明らかに
した。このように GABA によって誘導される

ミトコンドリアからの Mg イオン放出は、複
数の細胞内シグナルを制御することによっ
て神経ネットワークの成熟を促進している
ものと思われる。これらの実験結果は、細胞内 Mg イオンは新規の情報伝達物質であることを示
している。従来から良く知られている細胞内シグナル伝達では、シグナル分子は特異性が高く、
特定のシグナル分子が活性化するターゲットは単一の下流分子であることが一般的であった。
しかし本研究で、Mg イオンは複数の下流シグナルを制御する“マルチターゲット”な細胞内
情報伝達物質であることを示した。このことは、Ca シグナルのような洗練された情報伝達シ
ステムを獲得する前の発生ステージにおいて、Mg イオンは同時に複数の下流シグナルを制御す
ることによって情報伝達を行っている可能性を示唆する。本研究の結果は、細胞分化が進む段
階における細胞のシグナル伝達システムの獲得過程について新たな視点を与える結果が得られ
た（発表論文①）。	
	
４.４	 Mg イオンによる細胞分裂期の染色体凝縮	
	 細胞が分裂する際、ヒトでは全長 2 メートルにもおよぶゲノム DNA からコンパクトに凝縮し
た染色体が作られ、２つの細胞に正確に分配される。半世紀以上前、細胞に大量に存在する Mg
イオンがゲノム DNA 凝縮の鍵となりうることが提唱されたことがあったが、当時は細胞内 Mg
イオン濃度を測定する手段が無かったため証明されぬまま忘れられていた。我々は、様々
な蛍光タンパク質技術とイメージング技術を駆使して細胞分裂の際に Mg イオン濃度が一過的
に上昇することを示すとともに、これが負の電気を帯びている DNA 同士の反発を弱め、染色体
の凝縮を促進していることを明らかした。本研究によって、実際に Mg2+が細胞のなかで染色体
の凝縮にかかわっていることが初めて証明された（発表論文③）。この研究は国立遺伝学研究所
前島一博	教授、大阪大学永井健治	教授、京都大学今村博臣准教授らとの共同研究であり、我々
は特に分裂時の細胞質での Mg イオン濃度の定量を行なった。	
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